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(yodA)は、一次構造比較や X 線結晶構造解析による三次元立体構造などから、C 末端領域に金属結合
部位を持つこと、ABC transporter や lipocalin ファミリーと一部相同なアミノ酸配列を持つことが明ら
かとなっているが、zinT の金属以外の低分子結合能については報告がない。そこで本研究では、大腸
菌 zinT タンパク質の種々の物質との結合能を、野生型 zinT および N 末端 22 残基欠損体(ΔN22)を用い
て検討した。 
まず、zinT の分子内 Tyr または Trp 蛍光を指標として、種々の物質を添加に伴う蛍光強度の減少を
測定した。低分子化合物としては、(1)AT および dNTP (2) 脂肪酸および脂質 5 種、(3) 複素式化合物
3 種、(4)芳香族化合物 3 種を検討し、zinT に対しそれぞれ添加し、30℃、10 分間保温後、蛍光スペク
トルを測定した。その結果、化合物添加により zinT の最大蛍光強度は濃度依存的に減少し、特に dNTP, 
Qurcetin および 8-ANS で顕著に見られた。また、野生型とΔN22 において、蛍光減少の濃度依存性に
顕著な差異は見られなかった。以上より、zinT は疎水性低分子化合物結合能(lipocalin 活性)を有し、N
末端領域の lipocalin 活性に対する寄与は少ないことが明らかとなった。 
 
 


















後、Cd,Zn,Ni と結合した zinT の三次元立体構造
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(PDB code: 1OEE, 1OEJ, 1OEK)が報告され、これ
らの金属結合部位が明らかとなった 3)。一方では
zinT が Cd と結合することで大腸菌が Cd ストレ
スを緩和していることや 4)、zinT の重金属結合の
















して Alkyl hydroperoxide reductase C22 protein
（AhpC）をそれぞれ見出した 10)。このうち、zinT









構造上の比較から calycin superfamily の疎水性低
分子に結合する lipocalin/calicin family や ABC 
transporter の金属結合レセプターとも相同性が見










末端 22 残基を欠損させた N 末端欠損体を同様に





E.coli zinT 野生型(WT)および N 末端欠損体(Δ
N22)発現ベクターの構築 
 
 E.coli zinT の signal peptide (Ala1-Ser22)を欠損
E.coli zinT (651bp)
Mun I Eco RI Hin d IIIEco RV Nsp V
zi nTΔN22 
zi nT WT 
Kpn I
Signal peptide
Fig.1  E.coli  zinT 遺伝子の塩基配列と推定されるアミノ酸配列 10)  
Signal peptide を box で、zinT WT とΔN22 の N 末端領域をバーと矢印で示した。  
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させた zinT WT、および zinT WT の N 末端 22 残
基を欠損させた zinT ΔN22 の発現ベクターの構
築は、以下の通り行った。まず zinT WT の場合に
は、E.coli zinT 遺伝子(Fig.1)が挿入されたクロー
ニングベクター pUCzinT10)を鋳型に、zinTWT 
upper primer (5’-GACCCAATTGATGCATGGTCAT 
CACTCACA -3’, 30mer)と zinTWT lower primer(5’- 
GCCGGATCCAAGCTTCAATGA-3’, 21mer) を用
いて PCR を行い、PCR 増幅断片を制限酵素 Mun I
と Hin d III で消化した。この遺伝子断片を
pMK2PPAQ の Eco RI - Hin d III 部位に挿入し、
zinT WT 用発現ベクターpMK2zinTWT を構築し
た。zinTΔN22 の発現ベクターは、pUCzinT を鋳
型 に zinT Δ N22 upper primer (5’- 
GACCCAATTGATGGATGATGCCAATGTA-3’, 
28mer)と zinTWT lower primer を用いて PCR を行
い、PCR 増幅断片を制限酵素 Mun  I と Hin d III








E.coli zinT WT およびΔN22 の精製  
 






液とした。これを 20mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0）
を用いた DEAE-Cellulose(和光純薬)イオン交換ク




























参 考 に 行 っ た 13) 。 測 定 試 料 の 濃 度 を
0.05mg/mL(2.5μM)に設定し、 10mM の dNTP 
(N=A,T,G,C,U) を終濃度0-1.0mMになるように添






Q(%)= Fmax,dNTP / Fmax,solvent ×100    (1) 
 


























10mM stock solution を調製した。これらの stock 
solution を 20 分間、37℃で保温し、zinT タンパク
質(0.02mg/mL, 1μM)に終濃度 30μM(メタノール終
濃度 0.3% (v/v))になるように添加した。これを
37℃、10 分間保温し、励起波長 295nm で蛍光ス
ペクトル測定を行った。測定データは、20mM 
Tris-HCl buffer (pH 8.0)に同様に各 stock solution
を添加した試料（Blank）の測定データを差し引
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種は 20mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)にそれぞれ溶
解し、10mM stock solution を調製した。これらの





測定データは、20mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)に同
様に各 stock solution を添加した試料（Blank）の
測定データを差し引き算出した。また、zinT タン











8-ANS は 20mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)にそれぞ
れ溶解し、10mM stock solution を調製した。これ
らの stock solution を 20 分間、37℃で保温し、zinT 
(0.02mg/mL, 1μM)に終濃度 30μM(1-ナフトール、
1-AMA はメタノール終濃度 0.3% (v/v))になるよ
うに添加した。これを 37℃、10 分間保温し、励
起波長 295nm で蛍光スペクトル測定を行った。
測定データは、20mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)に同









をメタノールに、8-ANS は 20mM Tris-HCl buffer 
(pH 8.0)にそれぞれ溶解し、10mM stock solution





測定データは、20mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)に同






定数 Kdは、相対蛍光強度 Q が 50%のときの ligand
濃度(μM)として求めた。 
 
4.蛍光消光法による zinT の立体構造変化解析 
 
 タンパク質の立体構造変化を追跡する方法と








検出することができる 22,23)。この方法を zinT に
対して適用した。 
 タンパク質濃度 0.02mg/mL の試料溶液に




















5. 8-ANS を用いた zinT の疎水性領域露出の解析
24） 
 





0.05mg/mL に調製した各試料に、1mM ANS を終
濃度 40uM になるように添加し（試料 576ul+1mM 




















て、zinT タンパク質が同定された 10)。この zinT
は一次構造および立体構造上の比較から疎水性
低分子に結合する lipocalin familyに類似しており、









である pMK2zinTWT の構築を行った。一方、 
zinT の N 末端 22 残基を欠損させた zinTΔN22 に
ついても、上記の実験方法に従い、発現ベクター













のゲルを PVDF 膜に転写し、zinT WT のバンドの











E.coli zinT WT およびΔN22 の立体構造の相違の
検討 
 
 精製した E.coli zinT WT（以下 WT と略記）お
よび zinTΔN22（以下ΔN22 と略記）について、
立体構造上の相違に関する知見を得るために、分








違を検討した(Table I)。これより、ΔN22 は WT
に比べ、Tyr, Trp 蛍光スペクトルとも蛍光強度の
増大が見られた。これよりΔN22 は 22 残基欠損
により芳香族残基の励起が生じやすくなってい
ることが示唆された。 







を検討した(Table I)。これより、ΔN22 は WT よ
りも消光剤 KI に対する反応性(Kq)が高く、上記の
蛍光スペクトルの結果と併せ、ΔN22 では Trp が
WTよりも若干表面に存在していることが示唆さ
れた。 



















Fig.2  E.coli  zinT WT およびΔN22 の大腸菌に
よる発現  
(A) SDS-PAGE (15% gel), (B) Native-PAGE (10% 
gel). 実験方法の手順に従い粗抽出液を調製し、
10μL を各電気泳動を行なった。  WT: 野生型
E.coli zinT, ΔN22:zinT N 末端 22 残基欠損体、Sup:
菌体可溶性画分、ppt.: 菌体不溶性画分  
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光極大波長の短波長側へのブルーシフトが見ら
れる。この方法を WT とΔN22 に適用し、両者の
疎水性領域の露出の差異を検討した(Fig.3)。これ
より、ΔN22 は WT よりも ANS との反応性が増
し、ANS蛍光が増大していることが観察された。




E.coli zinT WT およびΔN22 の AT およびイミダ
ゾール結合の検討 
  
先に述べたように、zinT は AT 抵抗性大腸菌に
おいて発現量の増加が示唆されている 10)。そこで、





まず AT はその蛍光特性が不明なため、20mM 
Tris-HCl buffer (pH8.0)に終濃度 0.3, 0.7, 1.0mg/mL
の AT を添加し、励起波長 275nm および 295nm
にて蛍光スペクトルを測定した。その結果、AT
自身はこれらの励起波長では蛍光を示さないこ
とが示唆された(data not shown)。そこで、WT お
よびΔN22 に AT を添加し、Tyr 蛍光および Trp
蛍光への影響について検討を行った。まず、WT




察され、ΔN22 の方が WT よりも減少量が大きか







を行った(Fig.4(C))。WT、ΔN22 とも Tyr 蛍光は
imidazole 濃度の上昇とともに蛍光強度の減少傾
向が見られ、ΔN22 の方が WT よりも減少量が大
きかった。このことから、zinT の Tyr 残基は AT
と同様に imidazole にも相互作用する可能性が示
唆され、ΔN22 の方が若干 AT、imidazole に対す
る親和性(Q ≒ 80%)が高いと考えられる。 
 
E.coli zinT WT およびΔN22 の dNTP 結合の検討 
 
E.coli zinT の一次構造には、ヌクレオチド結合
性 タ ン パ ク 質 に 見 ら れ る Walker motif A 
(GXXXXGKT/S)





)が N 末端に見られ、また ABC 
transpoter を構成するレセプターの一部と相同性
Table I  zinT WT およびΔN22 の Tyr および Trp 環境の検討 
(a) 励起波長 275nm、蛍光測定波長 300-400nm, タンパク質濃度
0.05mg/mL で測定した。  (b) 励起波長 295nm、蛍光測定波長
320-400nm, タンパク質濃度 0.05mg/mL で測定した。 (c)励起波長
295nm、蛍光測定波長 320-400nm, タンパク質濃度 0.02mg/mL で測定
した。 
Fluorescence  spectra








zinT WT 5380 335 1330 334.5 0.53
zinT ΔN22 9800 336 2840 335.5 0.66
Fig.3  zinT WT およびΔN22の ANS蛍光スペクト
ル 
測定条件は以下の通り行なった。タンパク質濃
度 :0.05mg/mL 、励起波長 :390nm、蛍光測定波
長:400-700nm、Buffer:20mM Tris-HCl (pH 8.0),  




































知られている 13)。そこで、E.coli zinT のヌクレオ
チド結合性の可能性を検討するために、分子内に
存在する Tyr 残基（13 残基）を指標として、Tyr
蛍光スペクトルのヌクレオチド添加に伴うスペ
クトル変化を、WT およびΔN22 について検討し
た(Figs.5 and 6)。その結果、WT、ΔN22 とも dNTP
濃度に依存して Tyr蛍光の減少を生じることが明











































AT (mM) AT (mM) Imidazole (mM)
Fig.4  E.coli  zinT WT およびΔN22 の蛍光消光率の AT および imidazole 濃度依存性 
(A) zinT の Trp 蛍光消光率の AT 濃度依存性、 (B) zinT の Tyr 蛍光消光率の AT 濃度依存性、(C) zinT の
Tyr 蛍光消光率の imidazole 濃度依存性. 測定条件は以下の通り行なった。(A)タンパク質濃度:0.05mg/mL、
励起波長:295nm、蛍光測定波長:320-400nm、(B)タンパク質濃度:0.05mg/mL、励起波長:275nm、蛍光測定
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Fig.5  E.coli  zinT WT およびΔN22 の dNTP 存在下における Tyr 蛍光スペクトル  
(A) dATP、 (B) dGTP、(C) dTTP、(D) dCTP. 図中の濃度は、添加した各ヌクレオチドの終濃度を示す。
測定条件は以下の通り行なった。タンパク質濃度:0.05mg/mL、励起波長:275nm、蛍光測定波長:300-400nm.  
Buffer はいずれも 20mM Tris-HCl (pH 8.0)を使用した。 
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ヌクレオチド濃度依存性(Fig.6)より、各ヌクレオ
チ ド 添 加 に よ る 蛍 光 強 度 の 減 少 は 、
dTTP>dCTP>dGTP>dATP の順に大きいことが示
唆された。また、ΔN22 は若干 WT よりも消光し
やすい傾向が見られたが、両者に顕著な差異は見
られなかった。 





Walker motif A類似配列を含むN末端 22残基の寄
与は少ないと考えられる。 
 
E.coli zinT WT およびΔN22 の疎水性低分子結合
実験(lipocalin 活性) 
 
E.coli zinT は、Calycin/Lipocalin family と一次構
造上相同な G37XW39を持ち、三次元立体構造にお
いても同 family と類似した Calycin/Lipocalin-like 
domainを持つことが報告されている 12)。しかし、













ナフトール、8-ANS、1-AMA の 3 種(終濃度 30μM)
をそれぞれ各 zinT に添加し、zinT 分子内に存在






























































































































0 0.2 1.00.4 0.6 0.8
Fig.6  E.coli  zinT WT およびΔN22 の Tyr 蛍光消光率の dNTP 濃度依存性 




ΔN22 とも 8-ANS＞1-ナフトール＞1-AMA の
順に蛍光強度の減少が観察された。特に 8-ANS
と 1-ナフトールは、WT、ΔN22 とも蛍光強度









4. zinT の低分子結合の濃度依存性 
 




を 0, 33, 66, 100μM に設定し、上記と同様に Trp





セチンおよび 8-ANS で、WT、ΔN22 とも蛍光
強度の減少が顕著に見られ、終濃度 66-100μM
















Fig.7  E.coli  zinT WT および ΔN22 の疎水性低分子存在下における蛍光スペクトルの消光率  
zinT タンパク質(0.02mg/mL, 1μM)に、各試薬を終濃度 30μM になるように添加し、zinT の Tyr 蛍光スペ
クトルの最大蛍光強度より消光率 Q を算出した。図中のバーは SD を示し、各 3 回の実験より算出した。 
■: zinT WT、■:zinT ΔN22 
 
 
Fig.8  E.coli  zinT WTおよびΔN22のTyr蛍光消光率
の疎水性低分子濃度依存性 
(A) zinT WT、  (B) zinT ΔN22. zinT タンパク質
(0.02mg/mL, 1μM)に、各試薬を図中の終濃度になるよ
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(Fig.8)。以上の E.coli zinT WT およびΔN22 に対
する低分子結合実験の結果から、各試薬に対する
結合定数 Kd値を算出したところ(Table II)、ヌクレ
オチドでは dCTP, dTTP, dGTP が、低分子では
8-ANS, ケルセチンが、それぞれ Kd 値が小さく、
いずれも μMオーダーで消光作用を示すことが明




り、zinT の Tyr 残基は dNTP と、Trp 残基は 8-ANS
やケルセチンとそれぞれ近接しており、各芳香環
に由来する蛍光強度を減少させていることが考







ル(AT)で発現誘導され 1,8,9)、一次構造比較や X 線
結晶構造解析による三次元立体構造などから、




は、まず E.coli zinT の大量発現系の構築を行い、
zinTA の蛋白質科学的特性や種々の物質との結合
能を、野生型 zinT (WT)、N 末端 22 残基欠損体(Δ
N22)を用いて検討した。 
まず zinTの分子内 Tyrまたは Trpを内在性蛍光
プローブとして、種々の物質を添加後、これらの
蛍光スペクトルの消光を測定した。低分子化合物
としては、 (1)AT、イミダゾールおよび dNTP (2) 
脂肪酸および脂質 7 種、(3) 複素式化合物 3 種、
(4)芳香族化合物 3 種を検討し、zinT に対しそれ
ぞれ添加し、30℃、10 分間保温後、蛍光スペク
トルを測定した。まず、(1) AT、イミダゾール





に比べ 1000 倍以上モル過剰であり、Q 値も 50%
以下にならなかったこと(Fig.4)から、zinT とこれ
らの化合物の相互作用はかなり弱いものである









の zinT の N 末端領域にはヌクレオチド結合性タ
ン パ ク 質 に 見 ら れ る Walker motif A 
(GXXXXGKT/S)










とが多く見られるが、zinT の場合には N 末端に




次に zinT の疎水性低分子結合能(lipocalin 活性)











脂肪酸および脂質 7 種、(3) 複素式化合物 3 種、
(4)芳香族化合物 3種について終濃度 30μMで zinT
の Trp 蛍光に対する消光作用を検討したところ
(Fig.7)、レチノール, ケルセチン、AMA, 1-ナフト






下では、zinT と化合物のモル比は 1:100 以下であ
ることから、先の AT、イミダゾール、dNTP より
も親和性の高いことが明らかとなった。また WT
Table II  zinT WT および ΔN22 の各 ligand に 
















い傾向が見られた(Table II)。このことから zinT は
疎水性低分子化合物結合能(lipocalin 活性)を有し、




と推定される。この zinT の lipocalin 活性に寄与





の lipocalin 活性には残りの Trp 残基 (Trp35,39)が
主に関与している可能性が示唆されている
(Satoh,T et al, in preparation)。 
以上の結果より、E.coli zinT タンパク質は低分
子疎水性に親和性を示す lipocalin 活性を持つこ
とが明らかとなり、N 末端 22 残基の寄与は少な
く、分子内の Trp 残基を含む疎水性領域が主にこ
の機能に関与していると推定した。本研究で対象
とした E.coli zinT は Cd,Zn,Ni と結合した三次元
立体構造が 2003 年に報告され、これらの金属結
合部位が明らかとなった 3)。これより、zinT の
Ni および Cd 結合には His144,His153,His155 が、
Zn 結合には His144,His155 および His153,Glu189, 
His193 がそれぞれ配位子となっており、他の
lipocalin family のタンパク質と異なり、この金属
結合がβ-barrel に存在する Trp 残基を含む疎水性
領域を溶媒から遮蔽し、疎水性低分子との結合を
妨げると推定されている 3)。しかし、分子内部に





Fig.9 に示した zinT の三次元立体構造において、
先の金属結合部位は α1 および 310-helix の N 末端
領域と、分子中央の α2,3,4 および C 末端の α6 の
領域に挟まれる形(Calycin domain)で存在してい
る。この領域の cavity は、約 10-15Å の幅を持ち、
先の金属結合部位は主に calycin domain に存在し
ている。本研究で検討した低分子の分子長(長軸
方向)は、レチノールで約 16 Å、ケルセチンや
8-ANS で約 10 Å、1-AMA で約 8 Å、1-ナフトー
ルで約 5.5 Å である。これを得られた Kd 値(Table 
II)と比較すると、約 10Å のケルセチンや 8-ANS
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